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The kidney is an exceptional organ that plays an important role in maintaining total body 
homeostasis. The glomerulus eliminates toxins and excess fluid from the blood to form 
the glomerular filtrate. Subsequently, the filtrate travels through the tubular system where 
water is reabsorbed and certain molecules are secreted or reabsorbed. By doing so, the 
kidneys filter approximately 60 liters of blood per hour! Moreover, the kidney also performs 
other essential functions such as blood pressure regulation, electrolyte and acid-base 
homeostasis as well as vitamin D and erythropoietin secretion.
Chronic kidney disease (CKD) is a condition characterized by progressive loss of renal 
function, often due to advancing scar formation (i.e. fibrosis). Several treatment options 
exist to slow the development of renal fibrosis such as blood pressure regulation and renin-
angiotensin-aldosterone-system (RAAS) blockade. However, despite current treatment 
modalities, CKD can eventually progress to end-stage renal disease (ESRD) where patients 
are in need of renal replacement therapy (dialysis or renal transplantation). Therefore, novel 
treatment options are needed to impede or even reverse fibrogenesis in order to halt CKD 
progression.
Unfortunately, the development of novel antifibrotic therapies is being hampered by 
the lack of translational models that can predict drug efficacy in humans. Fortunately, 
as delineated in this thesis, precision-cut kidney slices (PCKS) could be the long-coveted 
translational model needed for drug development. This unique model encompasses all 
the different cells that constitute an organ and normal architecture is maintained allowing 
for cell-cell and cell-matrix interactions. The current body of work details the use of PCKS to 
unravel the pathophysiology of renal fibrogenesis and in the identification of therapeutic 
targets. 
Chapter 3 describes that the preparation and that the culture of mPCKS induced an early 
inflammatory response followed by fibrogenesis. Inhibition of the profibrotic transforming 
growth factor β (TGF-β) pathway using LY2109761, a TGF-β receptor inhibitor, halted the 
spontaneous onset of fibrosis in mPCKS. These results illustrate that PCKS can be used 
to study the pathophysiology of fibrosis as well as therapeutic targets such as the TGF-β 
pathway.
To improve the translational nature of PCKS, chapter 4 details the use of human tissue to 
prepare PCKS (hPCKS). As with mPCKS, spontaneous onset of fibrogenesis was observed 
during culture of hPCKS as reflected by increased collagen 1a1, heat-shock protein 47 
and fibronectin type 1 gene expression. This process could be further stimulated by the 
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addition of TGF-β1. Moreover, this chapter also demonstrates that hPCKS maintain several 
physiological functions as reflected by the presence of active glucuronidation and 
phenolsulfonphthalein uptake up to 48 hours of incubation.
Subsequently, chapter 5 demonstrates the contribution of cell stress to the observed 
fibrogenesis in PCKS. During incubation, mitochondrial integrity is compromised and 
apoptosis is induced. These findings were confirmed by large-scale electron microscopy 
(nanotomy) demonstrating cell debris from apoptotic cells in the lumen of proximal 
tubules at 3 hours as well as fading of mitochondrial cristae after 24 hours.
Chapter 6 studied the role of tyrosine kinase receptors (RTKs) in renal fibrosis. Murine and 
human PCKS were treated with nintedanib, an inhibitor blocking the activity of several 
RTKs such as platelet-derived growth factor (PDGFR α en β), fibroblast growth factor (FGFR 
1-3) as well as vascular endothelial growth factor (VEGFR 1–3). This study revealed successful 
inhibition of PDGFR and VEGFR phosphorylation by nintedanib. Also, nintedanib inhibited 
the onset of fibrosis in healthy mPCKS and hPCKS, however reversal of fibrosis could not 
be achieved. These results illustrate the potential of PCKS to study promising therapeutic 
targets of renal fibrosis such as RTKs.
To support the successful development of antifibrotic therapies, it is of great importance to 
develop ways to monitor therapeutic efficacy in vivo. In chapter 7, we studied noninvasive 
biomarkers of collagen turnover in urine and plasma using ELISA. In a cohort of renal 
transplant recipients, plasma Pro-C6 (a marker of collagen VI formation) was inversely 
correlated with renal function, while C3M (a marker of collagen III degradation) was 
positively associated with renal function. These findings represent a first step towards 
noninvasive monitoring of renal fibrogenesis.
To conclude, this thesis provides a detailed characterization of PCKS as a novel translational 
model of renal fibrosis, which can be used to study mechanisms of disease and to identify 
potential therapeutic targets such as RTKs and the TGF-β pathway. In addition, the results 
delineated in this thesis will contribute to the reduction of animal experiments in the field 
of fibrosis research. Noninvasive biomarkers as well as PCKS are great tools in the quest 





 De nier is een uiterst complex orgaan dat er onder andere voor zorgt dat afvalstoffen via 
de urine het lichaam kunnen verlaten. Hiervoor is de nier uitgerust met ongeveer 1 miljoen 
filtereenheden, de nefronen, die zijn opgebouwd uit zeeflichaampjes (glomeruli) en een 
buizensysteem (tubuli). Dit systeem zorgt ervoor dat het bloed wordt gefilterd, nuttige 
stoffen worden teruggewonnen en afvalstoffen en overtollig vocht worden uitgescheiden. 
Per uur filteren de nieren ongeveer 60 liter bloed. Daarnaast spelen de nieren een 
belangrijke rol bij het regelen van de bloeddruk, de aanmaak van rode bloedcellen en 
de productie van vitamine D. Schade aan de nieren door bijvoorbeeld diabetes mellitus, 
hypertensie en infecties kan leiden tot chronische nierziekte (CKD). Veel CKD-patiënten 
ontwikkelen uiteindelijk eindstadium nierfalen, waarbij levensreddende therapieën, zoals 
nierdialyse of een niertransplantatie, nodig zijn. Nieuwe behandelingen gericht op het 
afremmen van nierfunctieverlies zijn van groot belang om het hoge sterftecijfer onder 
CKD-patiënten te verminderen.
Overtollige littekenvorming in de nier, ook wel nierfibrose genoemd, ligt ten grondslag 
aan nierfunctieverlies. Daarom zijn therapieën gericht op het voorkomen of remmen 
van fibrose, een goede manier om nierfunctieverlies te voorkomen. Bij de ontwikkeling 
van nieuwe medicijnen worden potentiële geneesmiddelen eerst getest in gekweekte 
(menselijke) cellen. Daarna volgen dierproeven en uiteindelijk klinische studies. Helaas 
zijn veelbelovende resultaten van de geteste middelen verkregen bij dierproeven geen 
garantie voor succesvolle klinische studies. Er is daarom grote behoefte aan translationele 
modellen die de effectiviteit van stoffen in de mens beter kunnen voorspellen. Hiermee 
kunnen medicijnen efficiënter ontwikkeld worden en kan dierenleed bespaard blijven. In 
dit proefschrift wordt de ontwikkeling van een nieuw experimenteel model beschreven 
dat uitermate geschikt is voor translationeel onderzoek, namelijk precision-cut kidney 
slices (PCKS). Middels dit model werd onderzoek gedaan naar de moleculaire en cellulaire 
mechanismen van nierfibrose en de mogelijke therapieën. 
PCKS werden eerder al gebruikt voor kortdurende toxiciteit studies. In dit proefschrift is 
onderzocht of PCKS een mogelijk model is voor nierfibrose. Hoofdstuk 3 beschrijft de 
inflammatoire en fibrotische processen, die plaatsvinden tijdens het kweken van muizen 
PCKS (mPCKS). We laten zien dat een vroege ontstekingsreactie gevolgd wordt door 
het ontstaan van fibrose. Door gebruik te maken van LY2109761, een remmer van de 
groeifactor TGF-β, hebben we verder aangetoond dat dit eiwit een belangrijke rol speelt 
in de ontwikkeling van fibrose. Al met al laat dit hoofdstuk zien dat mPCKS geschikt zijn als 




In hoofdstuk 4, wordt het translationele karakter van PCKS verbeterd door het gebruik 
van humaan nierweefsel. De bevindingen in dit hoofdstuk tonen aan dat in humane 
PCKS (hPCKS) nierfibrose ontstaat gedurende de periode waarin hPCKS in kweek zijn. Dit 
proces kan worden versterkt door behandeling met TGF-β1. Ook werd aangetoond dat de 
metabole functies van hPCKS tot 48 uur in kweek gehandhaafd kan worden. 
In navolging van de eerder behaalde resultaten met PCKS, wordt in hoofdstuk 5 celstress 
als oorzaak van spontane fibrose in PCKS onderzocht. Onze resultaten toonden aan dat er 
mitochondriële schade ontstond gedurende kweek met apoptose (celdood) tot gevolg. 
Deze bevindingen werden bevestigd met elektronen microscopie (nanotomie). Opvallend 
was de aanwezigheid van cel restanten in het lumen van proximale tubuli in een vroeg 
stadium (3 uur) van de kweekperiode. Na 24 uur vervaagden de mitochondriële cristae. 
In hoofdstuk 6 wordt gekeken naar de rol van tyrosine kinase receptoren in nierfibrose. 
Hiervoor werden PCKS behandeld met nintedanib, een remmer van verscheidene 
receptoren voor groeifactoren, waaronder PDGFR, FGFR en VEGFR. Uit onze studies met 
mPCKS en hPCKS blijkt dat nintedanib fibrose en inflammatie kan verminderen door middel 
van het blokkeren van PDGFR en VEGFR-activatie. Dit positieve effect treedt in mindere 
mate op in fibrotische hPCKS, een model van eindstadium nierfalen. Deze bevindingen 
passen bij het idee dat het remmen van tyrosine kinase receptoren bescherming kan 
bieden tegen nierfibrose.
Om nieuwe antifibrotische therapieën te ontwikkelen is het van groot belang om de 
therapeutische effectiviteit van een potentieel geneesmiddel te kunnen monitoren. 
Daarom wordt in hoofdstuk 7 onderzoek gedaan naar mogelijke niet-invasieve biomarkers 
van extracellulaire matrix homeostase in urine en plasma middels ELISA. In een cohort 
van niertransplantatie patiënten, werd aangetoond dat op grond van plasma Pro-C6 (een 
marker van collageen VI formatie) en urine C3M (een marker van collageen III degradatie) 
patiënten gestratificeerd kunnen worden naar CKD stadium. Dit is een veelbelovende 
eerste stap voor niet-invasieve monitoring van het fibrose proces in de nieren.
Concluderend laat dit proefschrift zien dat PCKS een veelbelovend model is om de 
pathogenese van nierfibrose te bestuderen, evenals om kennis te verkrijgen over geschikte 
‘drug targets’ zoals tyrosine kinase receptoren en de TGF-β signaalroute. Ook heeft de 
PCKS techniek zich ontwikkeld tot een sterk translationeel model dankzij het gebruik van 
humane nierslices en draagt het bij aan het verminderen van proefdieronderzoek. De 
resultaten beschreven in dit proefschrift bieden een goede fundering voor het ontwikkelen 





Le rein est un organe exceptionnel avec de multiples fonctions. Les glomérules régulent 
l’élimination des toxines des capillaires glomérulaires pour former l’urine primitive. 
Cette dernière passe ensuite par le système tubulaire où une grande partie de l’eau est 
réabsorbée et où la sécrétion et la réabsorption de certaines molécules à lieu. Le rein filtre 
le plasma sanguin approximativement 60 fois par jour. De plus il assure plusieurs autres 
fonctions dont la régulation de la pression artérielle, l’homéostasie électrolytique et acido-
basique ainsi que la sécrétion de vitamine D et l’érythropoïétine.
L’insuffisance rénale chronique est le résultat d’une perte progressive des fonctions rénales. 
Malgré les traitements contemporains, l’insuffisance rénale chronique peut évoluer 
graduellement jusqu’au stade terminal. Arrivé à ce dernier, un traitement de suppléance 
(dialyse ou greffe rénale) est nécessaire. L’évolution du phénomène est marquée par 
la cicatrisation progressive des reins (c’est-à-dire des lésions de fibrose), associée à la 
dysfonction rénale. Plusieurs possibilités d’interventions thérapeutiques sont actuellement 
utilisées pour ralentir sa progression. Elles reposent généralement sur le contrôle de la 
pression artérielle et le blocage du système rénine-angiotensine. De nouveaux traitements 
visant à retarder la fibrogenèse rénale sont nécessaires pour stabiliser les lésions de fibrose 
rénale.
Malheureusement le développement de nouvelles interventions thérapeutiques est limité 
par les modèles expérimentaux utilisés. Les expériences sur les cellules et les animaux 
ne reflètent pas correctement la situation humaine. Par conséquent, il existe un grand 
besoin pour des modèles translationnels. Ceux-ci permettent d’accélérer le transfert des 
découvertes de la recherche fondamentale vers la recherche clinique pour l’évaluation de 
nouveaux médicaments antifibrotiques.
Precision-cut kidney slices (PCKS) pourraient représenter ce modèle préclinique 
longuement attendu. PCKS possèdent plusieurs avantages comparés à des modèles 
traditionnels: les tranches retiennent l’architecture tridimensionnelle des reins avec toutes 
ses différentes cellules, l’utilisation du tissu humain améliore l’impact translationnel et les 
expériences avec PCKS contribuent à la réduction des animaux en recherche. Cette thèse 
tente de décrire PCKS comme un nouveau modèle ex vivo pour la fibrogenèse rénale. 
L’objectif est d’obtenir plus de connaissances sur les mécanismes en rapport avec la fibrose 
rénale et d’étudier des interventions thérapeutiques avec PCKS. 
L’objectif du chapitre 3 est de mettre le point sur les processus inflammatoires et 
fibrotiques durant l’incubation des PCKS de souris (mPCKS). La préparation et l’incubation 
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des mPCKS induit une réaction inflammatoire qui est suivie par la fibrogenèse. L’inhibition 
du cytokine profibrotique transforming growth factor β (TGF-β) bloque la progression de 
la fibrose rénale dans les mPCKS. Ceci confirme l’aptitude de ce modèle pour simuler la 
pathophysiologie de l’insuffisance rénale chronique ainsi que d’étudier des cibles pour des 
médicaments antifibrotiques.
Dans le chapitre 4 de cette thèse, l’impact translationnel de PCKS a été amélioré grâce à 
l’utilisation de tissus humains pour faire des tranches rénales (hPCKS). Comme avec mPCKS, 
la fibrogenèse spontanée est observée lors de l’incubation de hPCKS. Avec l’addition de 
TGF-β1 dans le medium d’incubation, ce processus de fibrose a pu être renforcé. De plus, 
ce chapitre démontre la maintenance des fonctions cellulaires grâce à la mesure de l’ATP, 
la glucuronidation et la réabsorption du phénolsulfonephtaléine durant 48h d’incubation.
 
Ensuite, le chapitre 5, dans lequel ces résultats ont été élaborés, se concentre sur le stress 
cellulaire contribuant à la fibrogenèse spontanée dans PCKS. Il démontre que durant 
l’incubation de PCKS, le dommage à l’intégrité mitochondriale ainsi que le déclenchement 
de l’apoptose peuvent contribuer à la progression de la fibrose rénale dans PCKS. De plus, 
ces résultats furent confirmés par la microscopie électronique (nanotomie) de hPCKS : 
les crêtes mitochondriales disparaissent après 24h et étonnement des débris cellulaires 
s’accumulent dans le lumen des tubules proximaux à partir de 3h d’incubation. 
Le chapitre 6 étudie le rôle des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) dans la fibrose 
rénale. PCKS ont été traités avec nintedanib, un inhibiteur de multiples RTK tels que le 
récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR α en β), le récepteur 
du facteur de croissance du fibroblaste (FGFR 1-3) ainsi que le récepteur du facteur de 
croissance endothélial vasculaire (VEGFR 1–3). Les résultats de cette étude démontrent que 
nintedanib réduit de façon significative la fibrogenèse en inhibant la phosphorylation de 
PDGFR et VEGFR. Non seulement nintedanib inhibe la progression de fibrose dans mPCKS 
et hPCKS mais aussi dans une moindre mesure dans hPCKS fibrotiques. Ces derniers sont 
coupés d’un rein avec de l’insuffisance rénale chronique. En utilisant PCKS comme modèle 
de fibrose, ces résultats démontrent que l’inhibition des RTK représente un traitement 
prometteur ciblant la fibrose rénale.
Dans le cadre du développement des médicaments antifibrotiques, il est important 
de pouvoir surveiller l'efficacité des traitements. En conséquence, le chapitre 7 décrit 
une méthode non invasive pour mesurer la formation et la dégradation de la matrice 
extracellulaire dans l’urine et le plasma. Dans une cohorte de receveurs d’une greffe 
rénale, deux biomarqueurs corrèlent avec le débit de filtration glomérulaire (DFG). Pro-C6 




associé avec la fonction rénale, tandis que C3M (marqueur de la dégradation du collagène 
III), mesuré dans l’urine, est positivement corrélé avec le DFG. Ceci est un premier pas vers 
une surveillance non invasive de la fibrose rénale.
En conclusion, cette thèse est axée sur le développement du modèle prometteur de 
PCKS pour étudier la pathophysiologie de la fibrose rénale ainsi que d’évaluer des cibles 
potentielles pour des médicaments antifibrotiques comme les RTK et le TGF-β. PCKS sont 
devenu un vrai modèle translationnel avec l’utilisation du tissu rénal de souris (mPCKS), 
humain normal (hPCKS) et humain fibrotique (fhPCKS). De surcroît, ces études vont 
directement contribuer à la réduction des animaux en recherche. L’étude de biomarqueurs 
non invasifs ainsi que les PCKS sont d'excellents outils dans la quête de nouvelles thérapies, 
qui amélioreront énormément la qualité de vie des patients atteints d’insuffisance rénale 
chronique.

